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Представлены результаты исследования химического состава тканей миокарда и поперечно-полосатых
мышц крыс на клеточном уровне с использованием комбинации методов рентгеновской спектроскопии и
спектроскопии комбинационного рассеяния света. Исследования спектров рентгеновской флуоресценции
для выявления распределения неорганических материалов (Na, Si, Ca и др.) проводились на двух рабочих
станциях синхротрона ELETTRA (Италия). Для поиска и идентификации органических соединений (липидов,
амидов и полисахаридов) применялась инфракрасная спектромикроскопия комбинационного рассеяния света.
Все эксперименты проводились на образцах парафинированных гистологических срезов в целях изучения
особенностей образования натриевых депозитов в мышечных тканях.
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Введение

Как известно, существует прямая связь между уве-
личением суточного потребления соли и ростом коли-
чества сердечно-сосудистых заболеваний, в том числе
с летальным исходом (см., например, [1]). Концепция
возможного депонирования натрия в коже и мышечной
ткани впервые была сформулирована в экспериментах
в 70-х годах прошлого века. Позднее в своих работах
немецкий исследователь Й. Титце предположил, что
в организме существует осмотически-нейтральный на-
трий, который накапливается на отрицательно заряжен-
ных гликозаминогликанах (ГАГ) в интерстициальном
пространстве мышечной ткани, в том числе миокарде [2].
В нашей предыдущей работе с использованием ме-

тодов рентгеновской микроскопии на образцах мио-
карда крыс было показано избыточное содержание на-
трия в интерстициальной ткани, вызванное избыточным
потреблением соли [3]. Цель настоящей работы —
изучить возможности комплексного исследования ме-
тодами рентгеновской и инфракрасной спектроскопии
химического состава тканей поперечно-полосатой му-
скулатуры бедра и миокарда крыс с использованием
серии неокрашенных гистологических срезов, подго-
товленных по стандартной технологии с фиксацией в
парафине. Рентгеновская флуоресцентная микроскопия
обладает высокой чувствительностью к наличию следов

химических элементов, в то время как инфракрасная
спектроскопия комбинационного рассеяния света (КРС)
является эффективным инструментом идентификации
и локализации органических соединений, что должно
позволить, в конечном счете, подтвердить современную
гипотезу о наличии депозитов неосмотического натрия,
связанного с гликозоаминогликанами в интерстиции [2].
Рентгеновская флуоресцентная микроскопия на ос-

нове синхротронного излучения успешно используется
для проведения химического анализа различных биоло-
гических объектов с нанометровым пространтсвенным
разрешением, позволяющим визуализировать карту рас-
пределения химических элементов на клеточном и даже
субклеточном уровне и выявить их патологию [4–6].
Необходимо отметить, что в мягком рентгеновском
диапазоне излучения характеристических К-линий лег-
ких химических элементов (энергия фотонов до 1 keV)
необходимо использовать в качестве подложек тонкие
полимерные пленки и мембраны, а образцы должны
быть фиксированы для использования в условиях сверх-
высокого вакуума. Тонкие (3−4µm) неокрашенные и
высушенные гистологические срезы, приготовленные
по стандартным медицинским методикам, удовлетворя-
ют этому требованию. С другой стороны, стандарт-
ная химическая фиксация с использованием формалина
и процедур проводки и парафинизации существенно
усложняет поиск следов вымываемых легких элементов
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и не позволяет использовать количественные методы
для микроанализа приготовленных образцов. Поэтому в
настоящей работе была разработана и использовалась
сравнительная методика и параметрический анализ для
обнаружения отличий и особенностей химического со-
става тканей разных групп лабораторных животных.
В дополнение к рентгеновской микроскопии такие

же гистологические неокрашенные срезы исследовались
методами спектроскопии КРС в инфракрасном диапа-
зоне. Как известно, этот спектроскопический анализ дает
ключ к определению молекулярной структуры веществ
без использования какой-либо специфической химиче-
ской маркировки и флуоресцентных красителей [7].
Отметим, что в последнее время наблюдается заметный
рост использования метода КРС в биологических иссле-
дованиях, особенно в области биомедицины [8].
Как правило, значительные области спектра КРС,

наблюдаемые в биологических образцах, попадают в
диапазон волновых чисел 400−2000 cm−1, связанных с
колебаниями связей белков (1500−1700 cm−1), углево-
дов (470−1200 cm−1), фосфатных групп ДНК (980, 1080
и 1240 cm−1) и дополнительных клеточных биомолекул.
Более высокочастотные колебания связей CH в липидах
и белках можно наблюдать при более высоких волновых
числах 2700−3500 cm−1 [9].
Главные трудности при анализе спектров КРС гисто-

логических срезов заключаются в том, что фиксирующее
вещество — парафин — имеет сильные пики в областях
спектра с высокими волновыми числами. Эти пики
можно обнаружить на 892, 1065, 1135, 1174, 1298, 1421,
1443 и 1464 cm−1, где они частично накладываются на
спектр КРС исследуемого образца биоматериала [10].
Вклад парафина в спектр комбинационного рассеяния

можно исключить либо путем физико-химической депа-
рафинизации самого образца, либо с помощью цифровой
обработки спектра с вычитанием основных пиков пара-
фина из измеренного спектра [11]. В [12] было показано,
что химическая депарафинизация, как и сам процесс
фиксации, оказывает заметное влияние на содержание
липидов в образцах, и поэтому ее следует использовать
с осторожностью при анализе данных, основанных на
изменении липидов. Цифровая обработка спектров поз-
воляет избежать указанной молекулярной модификации
образца, но может ограничить количество областей для
уверенной интерпретации.
Необходимо отметить, что многих проблем, связан-

ных с химической фиксацией и вымыванием легких
элементов можно было бы избежать при использова-
нии техники криофиксации с быстрой заморозкой [13].
К сожалению, полная цепочка криогенных процессов

”
приготовление образцов — хранение — измерение“ в
рамках нашего исследования невозможна.
Таким образом, в настоящей работе впервые реша-

ется задача комплексного исследования биологических
образцов с использованием методов рентгеновской мик-
роскопии, флуоресцентного микроанализа и спектроско-
пии комбинационного рассеяния света для определения

возможной связи между аккумуляцией связанного (неос-
мотического) натрия и особенностями распределения
основных органических соединений, составных частей
структуры межклеточного пространства. Как указано
выше, указанное исследование направлено также на под-
тверждение или опровержение современной гипотезы [2]
об образующихся химических связях катионов натрия
с молекулами гликозаминогликана в рамках анализа
влияния потребления соли на дисфункцию сердечной
мышцы

1. Приготовление образцов

Пятнадцать самцов крыс рода Wistar в возрасте от
15 до 16 недель были разделены на две группы с оди-
наковым весом тела, 297.4±68.4 g (группа нормального
потребления соли) и 252.0±67.4 g (группа избыточного
потребления соли). Начиная с третьей недели, крысам
давали разные диеты: высокосолевая группа получала
около 2mEq натрия в пище на 200 g веса тела, низкосо-
левая группа — соответственно около 0.2mEq. Через 8
недель образцы мышечной ткани у животных изымались
и консервировались в формалине.
3-х микронные срезы ткани миокарда и мышцы бедра

с фиксацией в парафине изготавливались в соответствии
со стандартной гистологической процедурой. Для гисто-
логического анализа срезы окрашивались и помещались
на предметные стекла. Для рентгеновской микроскопии
соответствующие срезы не окрашивались и фиксирова-
лись на тонкую пленку ULTRALENE толщиной 4µm, а
для получения спектров КРС срезы помещались на пред-
метное стекло с напыленным алюминиевым покрытием.

2. Методы

Рентгеновские исследования распределения неоргани-
ческих материалов (Na, Si, Ca и др.) проводились на
двух рабочих станциях синхротрона ELETTRA (г. Три-
ест, Италия): станции рентгеновского флуоресцентного
микроанализа МАГАТЭ-XRF и станции сканирующего
рентгеновского микроскопа TwinMic. Станция МАГАТЭ-
XRF использует излучение электронного пучка нако-
пителя в поворотном магните. Для наших исследова-
ний энергия фотонов возбуждающего пучка составила
3.5 keV, размер рентгеновского пучка на образце при
угле падения 45◦ составил около 100×200 µm при
потоке > 109 photons/s. Спектры рентгеновской флуо-
ресценции снимались с помощью кремниевого дрей-
фового детектора (SDD) Bruker Nano GmbH, XFlash
5030 со спектральным разрешением 131 eV на К-линии
Mn. Конструкция спектрометра позволяла проводить
двумерное сканирование образца для получения карты
распределения ряда химических элементов, начиная с
натрия [14].
Для получения карты распределения более легких

элементов от углерода до магния с высоким про-
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Рис. 1. Карты распределения атомов углерода (а), азота (b) натрия (c), а также рентгеновское абсорбционное изображение (d)
среза поперечно-полосатой мышцы. Размер скана 300×275µm.

странственным разрешением ∼ 1µm использовалась
станция рентгеновской флуоресцентной микроскопии
TwinMic [15]. Микроскоп работал в сканирующем ре-
жиме с энергией падающего рентгеновского пучка
1.472 keV. Одновременно с получением абсорбционных
и фазово-контрастных рентгеновских изображений изме-
рялся локальный спектр рентгеновской флуоресценции с
помощью семи охлаждаемых детекторов SDD PNsensor,
оптимизированных для мягкого рентгеновского диапа-
зона. При сканировании области образца время записи
рентгеновских спектров флуоресценции в одном пикселе
изображения составляло 5−10 s. Для количественной
обработки спектров использовались программа PyMCA
и оригинальные написанные Python-скрипты.
Спектры комбинационного рассеяния измерялись

с помощью спектрометра Renishaw In Via Raman
Microscope (Renishaw, Великобритания), оснащенного
диодным лазером с длиной волны 785 nm. В конструк-
цию прибора интегрирован конфокальный микроскоп,
позволяющий получать изображение исследуемых об-
разцов как в белом свете, так и на частотах ком-
бинационного рассеяния света для составления карт
распределения соединений с пространственным разре-
шением до 2µm. В наших экспериментах для получения

спектров и микроскопических изображений использо-
вался объектив NPlan 50/0.50 с рабочим расстоянием
8mm (Leica, Германия). Время измерения составляло
100 s, спектральное разрешение — 1 cm−1. Мощность
в фокусе уменьшалась 0.1−0.5% от 45mW исходной
мощности лазерного пучка для предотвращения выжи-
гания легкоплавкого материала среза. Измеренные ИК
спектры анализировались с использованием программ-
ного обеспечения Renishaw (Renishaw FixtureBuilderx64)
и Origin 8.5

3. Результаты

Полученные на синхротронных рабочих станциях дан-
ные по интенсивности рентгеновской флуоресценции
при сканировании гистологических срезов были ис-
пользованы для составления карт распределения в них
различных химических элементов (рис. 1).
Рис. 2 показывает карту распределения натрия и

железа в клетках и межклеточном пространстве (ин-
терстиции) поперечно-полосатой мышцы бедра крысы.
На рис. 2, а хорошо заметен пик точечной концентрации
натрия в левой части межклеточного пространства, при
этом наличие в межклеточном пространстве атомов
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a b

Рис. 2. Распределение натрия (а) и железа (b) в клетках и межклеточном пространстве (интерстиции) поперечно-полосатой
мышцы бедра крысы. Синий цвет (в онлайн версии) указывает на межклеточное пространство. Размер скана 200×200µm.

a b

Рис. 3. Кластерная сегментация изображения для определения границ среза (а) с использованием карты распределения серы (b).

железа указывает на то, что в данном случае полу-
чено изображение элемента микроструктуры ткани —
интерстиция, а не, например, разрывы, заполненные
парафином (рис. 2, b).

Для процедуры сегментации карт распределения эле-
ментов использовался алгоритм агломеративной класте-
ризации по K-линиям серы и фосфора. В начале работы
алгоритма каждый пиксель определялся как отдельный
кластер. Далее алгоритм на каждом шаге соединял в
одно целое кластеры с близкими значениями. Процедура
заканчивался, когда оставалось только двух кластеров,
соответствующих пустой части пленки подложки и об-
ласти исследуемого образца среза (рис. 3).

Рис. 4 демонстрирует результаты, полученные при
измерении спектров КРС гистологического среза в клет-
ках и на границе межклеточного пространства миокар-
да, в нескольких точках, отмеченных на изображении.
В соответствующих характерных спектрах наблюдается

набор пиков, характерных для биологических образцов
(клеток, тканей и т. п.) [9], который заметно отличается
от наблюдаемого спектра парафина, присутствующего
в образце. Широкая полоса в области 1600−1700 cm−1

является известной полосой/пиком Амид I и приписыва-
ется, в первую очередь, колебаниям пептидных связей
(CN) в белках и протеинах, а также C=C-группы в
ненасыщенных липидах и в углеводах. Полоса Амид I
представляет собой суперпозицию полос, характерных
для белков с различной вторичной структурой, поэтому
ее детальный анализ позволяет судить о состоянии белка
и влиянии его окружения на его свойства [16]. Можно
предположить, что наблюдаемый сдвиг максимума пика
Амид I для спектров, измеренных в клетках и на
границе межклеточного пространства, связан с чувстви-
тельностью Амида I к ближайшему окружению белка и
влиянию на него неоднородного распределения в тканях
химических элементов.

Журнал технической физики, 2023, том 93, вып. 7
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Рис. 4. Изображение неокрашенного гистологического среза
с обозначенными местами измерения спектров КРС (а) и
усредненные спектры, измеренные в этих точках (b).

Интенсивная полоса с максимумом около 1445 cm−1

возникает в результате колебаний СН-групп в липидах,
а также колебаний в СН2- и СН3-группах в липи-
дах и белках. В области 1200−1300 cm−1 наблюдается
полоса Амид III, также принадлежащая белку. В ин-
тервале 1290−1340 cm−1 видны колебания в группах
СН- и СН2-липидов; в интервале 1020−1140 cm−1 —
в С−О- и С−О−Н-группах углеводов. В интерва-
ле 700−1300 cm−1 наблюдаемые колебания приписы-
вают аминокислотам. В частности, узкая полоса при
1002−1004 cm−1 — это колебание ароматического коль-
ца молекулы фенилаланина. Отметим, что ее интен-
сивность и положение максимума не чувствительны к
конформационным изменениям белка и часто исполь-
зуется как опорная точка при анализе и калибровке
спектров КРС как белков, так и биологических систем
в целом [17].

Узкие пики на 1065, 1135 и 1298 cm−1, а также пики,
дающие вклад в интенсивность сигнала КР в области
1440−1460 cm−1, принадлежат парафину [10].

Заключение

Проведенные исследования в рентгеновском и ин-
фракрасном спектральных диапазонах подтвердили воз-
можность определения следов химических элементов
и соединений, оставшихся после процедуры гистологи-
ческой проводки и химической фиксации парафином.
Высокое пространственное разрешение обоих спектро-
скопических методов позволяет составлять карты рас-
пределения различных биохимических веществ и сле-
дить за их особенностями, в частности при разностном
исследовании образцов мышечной ткани, взятых у лабо-
раторных животных, разделенных по группам. Так, при
комплексном исследовании одного и того же участка об-
разца ткани можно получить комплементарные данные
о корреляции расположения неорганических элементов
и биоорганических материалов, что позволяет выявить
биохимические механизмы связывания легких катионов.
С помощью синхротронного излучения в работе были

получены рентгеновские абсорбционные изображения на
клеточном уровне срезов образцов различных типов мы-
шечной ткани, и проведен анализ карт их химического
состава для решения задачи поиска и идентификации
натриевых отложений во внеклеточном пространстве.
Измерены локальные спектры КРС в различных

точках гистологического среза: в клетках поперечно-
полосатой мышцы и на границе межклеточного про-
странства. В спектрах отмечен набор пиков, характер-
ных для биологических тканей, при этом максимум пика
Амид I в спектрах, измеренных на границе межкле-
точного пространства, сдвинут относительно Амида I
в спектрах клеток. Предполагается, что накопление
натрия в межклеточном пространстве может влиять на
Амид I благодаря его чувствительности к ближайшему
окружению белка.
Таким образом, разработана основа новых методов

комплексного исследования стандартных гистологиче-
ских срезов на основе комбинации рентгеновской и
инфракрасной аналитической микроскопии для поиска
и идентификации как неорганических элементов, так и
органических соединений.
Дальнейшее развитие комбинации нескольких спек-

тромикроскопических методов биохимического анализа
позволит существенно расширить область эффективного
применения каждого метода и улучшить их информа-
тивность. Кроме того, разработка методик работы со
стандартными гистологическими срезами существенно
ускорит и упростит приготовление образцов и позволит
собрать больше данных для статистического анализа.
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